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1ОБЩ АЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РА БО ТЫ
Актуальность темы диссертации. Актуальность данной проблемы 
связана с все более широким применением аллотрансплантации костного 
мозга (АТКМ), когда эта операция становится методом выбора (иногда един­
ственным) при лечении более 60 врожденных и приобретенных заболеваний, 
связанных с депрессией гемопоэза [Никитин Д.О. и др.,, 1999; H ebart Н. et 
al.,1997; Bemasconi С. et al., 1992]. В настоящее время операции по АТКМ 
применяются при различных нарушениях костномозгового кровообращения: 
апластической анемии, остром миелолейкозе (ОМЛ) и лимфолейкозе (ОЛЛ), 
лимфогранулематозе (ЛГМ), лучевой болезни [Томас Е.Д., 1988; Усс А.Л. с 
соавт, 1995; Gratwohl А ., 1996; Иванов Е.П. с соавт., 1997; Сафина А .И . с со- 
авт, 1999]. В связи с аварией на Чернобыльской АЭС в 1986 году актуаль­
ность ТКМ значительно возросла, что требует поиска эффективных методов 
лечения пострадавших от ионизирующего облучения [Баранов А .Е., 1989]. 
Успех выполняемых операций во многом зависит от мероприятий по профи­
лактике острой реакции трансплантат против хозяина (РТПХ).
PH  IX имеет место У 40-80% реципиентов АТКМ, и  у 1/3 из них это ос­
ложнение является причиной смерти [Тюляндин С.А., 1991]. Даже при ТКМ 
от HLA-идентичных сиблингов гибель от острой РТПХ отмечалась у 73% ре­
ципиентов и у 27% от хронической ее формы [Duggan С., 1997]. Поэтому по 
единодушному мнению гематологов, онкологов, трансплантологов поиск 
эффективных методов профилактики острой РТПХ следует отнести к наибо­
лее актуальным медико-биологическим проблемам.
Доказано, что РТПХ связана с реакцией донорских Т-лимфоцитов на алло- 
антигены хозяина [Billingham R.E., 1968; Hamilton B.L., 1984; Baker K.S., 
1997].Сущность повреждающего действия лимфоцитов донора на аллогенные 
клетки-мишени хозяина в ходе развития РТПХ интенсивно изучается во м ш и т  
лабораториях [Шевелев А.С., 1976; Gale R.P. et al., 1985; Komgold R., et aL, 1993; 
Lazarus H.M., et al., 1997]. Однако, несмотря на множество работ в этой области, 
некоторые вопросы остаются открытыми. Не ясна роль и влияние на патогенез 
РТПХ таких иммунологических показателей, как регенерация субпопуляций 
лимфоцитов с различным фенотипом, уровень антигимоцигарных аутоантител и 
их взаимосвязь с изменением количества апоптозов эпителиальных клеток нг 
фоне гистологических изменений в тканях реципиента
Изучение патогенеза РТПХ вдет параллельно с поисками путей ее профи­
лактика В большинстве клинических исследований последних лет используются 
следующие способы предупреждения вторичной болезни:
а) применение иммунодепрессивных лекарственных препаратов и их комбина­
ций, направленных на подавление функциональной активности донорских Т- 
клеток [Tourani J.M., et al., 1992; Lee R J., 1995; Stachel D.K., 1997];
б) трансплантация KM, ex vivo освобожденного от Т-лимфоцитов [Sullivan 
K.M., 1989; Benkerrou M. et al., 1994; Rufer N. et al., 1997].
2Успехи в предотвращении РТПХ были достигнуты с применением пре­
паратов иммунодепрессивного характера: метотрексата (МТТ), циклоспорина 
(ЦсА), адриамицина, преднизолона, а также их комбинаций [Bueltzingsloewen 
von A. et al., 1993; Gondo H. et al., 1993; Kantaijian H. et al., 1990; Abecasis M ., 
et al., 1997]. Использование комбинации МТТ + ЦсА -  «золотой стандарт» 
сегодня. К настоящему времени существует более 20 различных вариантов 
протоколов комбинированной профилактики РТПХ с использованием ЦсА 
[Юрлова М.И. с соавт., 1999]. Однако профилактика РТПХ в виде только 
ЦсА или в комбинации с другими препаратами снижает тяжесть РТПХ, но не 
уменьшает частоту летальных исходов, которая в некоторых случаях дости­
гает 80% [Tourani J.M. et al., 1992]. Продолжается поиск новых более эффек­
тивных и менее токсичных средств иммунокоррегирующего действия 
[Graubert Т.А. et al., 1996; Janknegt R ., 1996; Kulkami S., 1997; Tao-HR, 1998]. 
Особый интерес представляет новый иммунодепрессант -  такролим (FK- 
506). Такролим обладает высоким тормозящим действием на развитие РТПХ, 
эффект сохраняется даже после его отмены, чего не наблюдалось после назна­
чения ЦсА [Fandrich F. et al., 1996; Kanamaru A. et al., 1995; Nash R.A. et al., 
1995; Stachel D.K. et al., 1995]. И все же комбинированная химиотерапия, как 
метод профилактики развития РТПХ, сопряжена с такими недостатками, как: 
перекрестная токсичность препаратов, в результате чего необходимо снижать 
используемую дозу; смена средств приводит к появлению периодов без тера­
пии; возможность отрицательного взаимодействия лекарств, повышающих ток­
сичность выбранного режима кондиционирования [Чертков И.Л., 1989].
Претрансилантационная очистка клеток костного мозга от Т- 
лимфоцитов, ответственных за развитие РТПХ - Т - клеточная деплеция 
(ТКД), представляется наиболее радикальным средством предупреждения 
как острой, так и хронической реакции [Marmont А.М. et al., 1989; Drobyski 
W.R. et al., 1994; Schwaighofer H. et al., 1996]. Из множества методов ТКД, 
используемых для профилактики острой РТПХ при АТКМ (очистка КМ мо­
ноклональными антителами к Т-лимфоцитам, конъюгация анти-Т-клеточных 
МКАТ с иммунотоксинами, иммуноадсорбция, элютриация и др.) наиболее 
эффективным считается иммуномагнитная сепарация [Gee А.Р. et al., 1991; 
Бекиш 0-Я .Л . с соавт., 1996; Bruno J.G. et al., 1996; Lakew M. et al., 1997]. Ис­
пользование специфических моноклональных антител или их «коктейлей» к 
определенным клеткам-мишеням позволяет получить клеточные суспензии с 
высокой степенью очистки. Исследования показали, что при использовании 
Т-деплеции РТПХ развивалась в 8% , циклоспорин + метотрексат - в 27%, на­
значение циклоспорина и метотрексата отдельно - в 60% случаев [Aschan ]., 
1993]. Однако, Goldman J с соавт., (1988) в своей работе указывает, что ТКМ 
с Т-деплецией при ХМЛ уменьшает риск возникновения РТПХ в 3,4 раза, но 
одновременно повышает риск развития рецидива в 5,4 раза. Поскольку этот 
феномен был впервые отмечен при онкогематологических заболеваниях, он 
получил название реакции трансплантат против лейкоза (РТПЛ). Следова­
3тельно, дальнейшие исследования должны быть направлены не на полное 
устранение РТПХ, а на пути ее смягчения. Verdonck L.F et all (1994) подтвер­
дили, что АТКМ с введением малых количеств Т-лимфоцитов (lx lO 5 Т- 
клеток/кг веса), позволяет избежать высокой частоты рецидивов лейкозов и 
предотвращать развитие острой РТПХ высокой степени тяжести. Но опять 
же есть данные, что при дополнительной трансфузии лимфоцитов после 
ТКМ есть опасность аплазии костного мозга либо увеличивается вероятность 
РТПХ [Friedl et al, 1995]. Ш ирокое практическое применение данного метода 
в нашей стране сдерживается из-за того, что существующие на сегодняшний 
день сепараторы и иммуномагнитные. микросферы (ИММС) зарубежного 
производства имеют высокую стоимость, дорогое сервисное обслуживание и 
требуют специальной квалификации обслуживающего персонала.
Учитывая вышесказанное, изучение патогенеза РТПХ и разработка на 
его основе метода профилактики, совершенствование технического обеспе­
чения этого метода является актуальной медико-биологической задачей.
Связь работы с крупными научными программами, темами. Диссер­
тация выполнена в рамках Государственной научно-технической программы 
Республики Беларусь - «Разработать способ профилактики реакции транс­
плантат против хозяина (РТПХ) при аллотрансплантации костного мозга и 
способ выделения В-лимфоцитрв для типирования доноров», № 
госрегистрации 19973740 (1996-2000гг.).
Цель исследования - разработать и обосновать метод профилактики 
острой РТПХ при аллотрансплантации костного мозга, основанный на имму- 
номагнитной элиминации Т-клеток из КМ донора, дозированном введении 
лимфоцитов и применении такролима.
Задачи исследования.
Изучить особенности развития острой РТПХ в модельном эксперимен­
те аллотрансплантации костного мозга на линейных мышах С$7ВЬ/6 (Н-2Ь), 
СВА/н (H-2k), F1(CBAxC57BL/6) Н-2к>ь.
Исследовать эффективность использования разработанного комплекса, 
состоящего из полистироловых иммуномагнитных микросфер и устройства 
«Белсеп-Л», для иммуномагнитной сепарации клеток-мишеней из суспензии 
костного мозга мышей чистых линий и из периферической крови доноров.
Разработать протокол иммуномагнитной сепарации Т -  лимфоцитов из 
суспензии клеток костного мозга.
Разработать и оценить эффективность метода профилактики острой РТПХ 
при АТКМ, основанного на удалении Т - лимфоцитов костного мозга методом 
иммуномагнитной сепарации, дозированном введении клеток селезенки и назна­
чении в поспрансгшангационный период иммунодепрессанта такролима
О бъект и предмет исследования. Объект исследования: перифериче­
ская кровь и костный мозг мышей линий СВА/н (H-2d), C57BL/10 (Н-2Ь), 
F1(CBA+C57BL), периферическая кровь доноров, вариационный магнитный
4сепаратор, магнитный сепаратор «Белсеп-Л05», полистироловые иммупомаг- 
нигные микросферы, такролим.
Предметом исследования служили: деплеция Т-лимфоцитов из донор­
ского костного мозга, реакция организма на трансплантацию костного мозга, 
патоморфологические проявления острой РТПХ, эффективность предлагае­
мого метода профилактики острой РТПХ.
Гипотеза Очистка донорского трансплантата от Т-лимфоцитов позво­
ляет снизить степень тяжести острой РТПХ, последующее дозированное вве­
дение лимфоцитов селезенки способствует индукции РТПЛ и эффективному 
приживлению трансплантата, иммунокомпетенцию которого целесообразно 
регулировать назначением такролима.
Методы проведения исследования.
2. Модель аллотрансплантации костного мозга [Tollemar J., 1989].
3. Метод иммуномагнитосепарации [Тихонова Л.В., с соавт., 2000].
4. Методика приготовления клеточной суспензии КМ и селезенки, выделение 
мононуклеаров в градиенте плотности [Новиков Д.К., Новикова И.В., 1979].
5. Метод прямого иммунофлуоресцентного анализа для проточной цитоф- 
луориметрии [Потапнев М .П., 1992].
6. Реакция поверхностной иммунофлуоресценции [Левина Е.Н., 1977].
7. Методика изготовления гистопрепаратов, окраска гематоксилин-эозином 
[Гольдберг Д.И., 1980].
8. Методика оценки апоптоза гепатоцитов и кератиноцитов [Душников 
Е.Ф., 1986; Маянский А.Н., с соавт., 1997].
9. Методика подсчета лейкоцитарной формулы в окрашенных мазках [Гри- 
бова И.А., 1979; Меньшиков В.М ., 1987].
10. Методы биохимического анализа (белок - по биуретовой реакции, альбумин 
- унифицированным методом по реакции с бромкрезоловым зеленым, мочевина - 
UV-кинетическим методом, креатинин - по цветной реакции Яффе, аминотранс- 
феразы - по оптимизированному оптическому тесту) [Меньшиков В.М., 1987].
11. Методика определения уровня сывороточных антитимоцитарных ауто­
антител с помощью иммуноферментного анализа [Gorczynski R.M ., 1985,].
12. Экспериментальные методы (выживаемость реципиентов, селезеночный ивджс).
13. Статистическая обработка полученных результатов с помощью компьютерной 
программы Microsoft Excel.
Научная новизна и значимость полученных результатов. Расширены 
знания об особенностях развития острой РТПХ при АТКМ в эксперименте. 
Иммуногистологически выделены IV степени тяжести острой РТПХ при 
АТКМ. Определен комплекс диагностических параметров, основанный на 
изменении показателей функционального состояния организма, включающий 
мониторинг гематологических изменений периферической крови, показате­
лей белкового обмена, уровня сывороточных антитимоцитарных аутоантител 
и показателей апоптоза гепатоцитов и кератиноцитов.
5Впервые на базе созданного в нашей лаборатории комплекса для имму- 
номагнитосепарации, включающего иммуноакгивные микросферы на основе 
полистирола, магнетита, иммуноглобулина и  моноклональных антител и маг­
нитного сепаратора подобраны оптимальные условия выделения клеток- 
мишеней (CD3+, CD201-) из периферической крови доноров и (Thy 1.2+) из ко­
стного мозга имбредных мышей.
Разработан протокол проведения прямого метода иммуномагнитосепа- 
рации, на основе которого апробирован эффективный метод деплеции Т- 
лимфоцитов из суспензии клеток костного мозга, позволяющий элиминиро­
вать до 92% всех Thy-1 -позитивных Т-лимфоцитов.
Разработанный метод иммуномагнигаой сепарации Т-лимфоцитов из 
аллогенного донорского КМ, с последующей его трансплантацией, позволил 
предупредить развитие острой РТПХ в течение года после АТКМ. Эффек­
тивность данного способа профилактики острой РТПХ связана с отсутствием 
у реципиента аллореакгивных Т-лимфоцитов донора, что приводит к умень­
шению иммунологической несовместимости между трансплантатом и хозяи­
ном и снижает риск развития острой РТПХ.
Установлено, иго при АТКМ важная роль в минимальном присутствии 
острой РТПХ и развитии РТПЛ принадлежит наличию в трансплантате дозиро­
ванного количества Т-лимфоцитов донора, функциональную активность кото­
рых целесообразно регулировать назначением иммуносупрессора такролима
Впервые показано, что сочетанное действие элиминации Т-лимфоцитов из 
донорского костного мозга, последующего дозированного «ведения клеток селе­
зенки при АТКМ и назначение в посгтрансплантационный период иммуносу­
прессора такролима является эффективным методом снижения степени тяжести 
острой РТПХ и способствует развитию реакции трансплантат против лейкоза.
Практическая значимость полученных результатов. По материалам 
исследования разработан способ элиминации клеток-мишеней из суспензии 
костного мозга методом иммуномагнитной сепарации. Изданы методические 
рекомендации, утвержденные Министерством Здравоохранения Республики 
Беларусь: «Использование лабораторных магнитных сепараторов типа «Бел- 
сеп» для выделения очищенных клеточных популяций из клеточных суспен­
зий», № госрегистрации 41-0002 от 13.06.20000г. (Витебск).
Разработан сочетанный метод профилактики острой РТПХ, основанный 
на полной элиминации Т-клеток КМ доноров, дозированном введении лимфо­
цитов селезенки и воздействии на их функциональную активность последую­
щей иммунодепрессивной терапией такролимом. Метод позволит снизить сте­
пень тяжести острой РТПХ и повысить эффективность миелотерапии при де­
прессиях гемопоэза. Предложенный метод основан на использовании комплек­
са для иммуномагнитосепарации отечественной разработки, который не усту­
пает по функциональным свойствам зарубежным аналогам, но значительно де­
шевле и может быть использован в качестве коммерческого продукта.
6Метод выделения Т- и  В-лимфоцитов из суспензии клеток перифериче­
ской крови с использованием комплекса для иммуномагнитосепарации с 
применением лабораторных магнитных сепараторов типа «Белсеп» внедрен в 
учебный процесс Витебского государственного медицинского университета 
на кафедре микробиологии, вирусологии и иммунологии при чтении лекций 
и проведении лабораторных занятий по разделу «Методы клеточного разде­
ления и получение чистых популяций клеток из суспензий», а также исполь­
зуется в научно -  исследовательской работе на кафедрах клинической и ла­
бораторной диагностики Витебского государственного медицинского уни­
верситета и Белорусской медицинской академии постдипломного образова­
ния. Имеет все перспективы для широкого внедрения в онкологии, транс­
плантологии, гематологии, иммунологии, генной инженерии и научно- 
исследовательской работе в области медико-биологических наук.
Основные положения диссертации, выносимые на защиту
1. В используемой модели острой РТПХ индуцированной у мышей 
линии СВА или Fi(CBAxC57BL) по мере нарастания патологических процессов 
выделены IV степени тяжести. Определен комплекс диагностических парамет­
ров, основанный на изменении показателей функционального состояния орга­
низма, включающий мониторинг гематологических изменений периферической 
крови, показателей белкового обмена, уровня сывороточных антигимоцитф- 
ных аутоантител и показателей апоптоза гепатошпов и кератиноцитов.
2. Разработанный комплекс для иммуномагнитной сепарации кле­
ток-мишеней из КМ и периферической крови, включающий иммуномагнит- 
ные полистироловые микросферы и лабораторный магнитный сепаратор, 
обеспечивает полноту и селективность удаления клеток при сохранении их 
жизнеспособности и функциональной активности. Подобраны оптимальные 
условия выделения клеток-мишеней (CD3+, CD20+) из периферической кро­
ви доноров.
3. Разработан протокол проведения прямого метода магнитосепара- 
ции. На его основе апробирован эффективный метод деплеции Т-лимфоцитов 
из суспензии клеток костного мозга мышей, позволяющий выделять до 92% 
всех Thy-1 -позитивных Т-клеток. Неспецифическая потеря мононуклеарных 
клеток при этом в среднем составляет 15% от исходного их количества. Ком­
плекс рекомендован к использованию в лабораторной практике.
4. Трансплантация очищенного от Т-лимфоцитов донорского КМ 
(ТОКМ) с помощью разработанного нами комплекса позволяет предупредить 
развитие острой РТПХ при АТКМ.
5. Показано, что при аллотрансплантации костного мозга важная 
роль в минимальном присутствии острой РТПХ и развитии реакции транс­
плантат против лейкоза принадлежит наличию в трансплантате дозированного 
количества Т-лимфоцитов донора Полученные результаты раскрывают взаи­
мосвязь вызванных иммунологических реакций с количеством апштготиче- 
ских клеток. Уровень апоптоза эпителиоцитов кожи и печени повышается пе-
7перед заметной инфильтрацией органов Т-клетками. Назначение тдкролима 
приводит к снижению уровня апоптоза кератиноцитов и гепатоцитов. Данный 
эффект связан, с инактивацией реактивности лимфоцитов препаратом.
' 6. , Использование сочетанного метода (ТОКМ+ДВЛ+такролим) по­
зволяет предупредить у реципиента развитие острой РТПХ, сохранив при 
этом иммунологическую компетентность трансплантата, что создает условия 
для индукции реакции трансплантат против лейкоза.
Личный вклад соискателя выразился в выполнении всей эксперимен­
тальной части диссертации, статистической обработке результатов, их анали­
зе, подготовке иллюстративного материала, написании публикаций и диссер­
тации. Морфометрические исследования й описание микропрепаратов про­
водили совместно со с.н.с. ЦНИЛ, профессором Мядельцем О.Д.
Апробация результатов диссертации. Материалы диссертации пред­
ставлены в виде докладов и обсуждены на: научных сессиях Витебского го­
сударственного медицинского университета (1995-1999); XXIII симпозиуме 
Европейских групп по трансплантации костного мозга (Айкс-Лес-Байнц, 
Франция, 1997); ХШ Европейском конгрессе иммунологов (Амстердам, Гол­
ландия, 1997); Научной конференции «Современное состояние и  перспекти­
вы развития фундаментальных направлений медико-биологических наук в 
Беларуси» (Минск, 1997); Республиканской научно-практической конферен­
ции, посвященной 35-летию ЦНИЛ ВГМИ «Медицинская наука и  ее связь с 
практическим здравоохранением» (Витебск -1998); Международной научно- 
практической конференции по магнитологии “Биологическое и лечебное 
действие магнитных полей” (Витебск.-1999).
Опубликованность результатов. По материалам диссертации опуб­
ликовано 16 научных работ, из них: 3 - в рецензируемых научных журналах, 
7 - в сборниках, 5 - в тезисах конференций, изданы методические рекоменда­
ции. Общее количество страниц опубликованных материалов -  55.
Структура и объем диссертации. Работа включает: введение, общую 
характеристику работы, обзор литературы, материал и методы исследования, 
три главы собственных исследований, анализ и  обсуждение результатов^ за­
ключение, выводы, практические рекомендации и список испбльЗованных ис­
точников, включающий 75 отечественных и 260 зарубежных работ, приложе­
ние. Диссертация изложена на 163 страницах (в том числе список использован­
ных источников на 32 страницах), содержит 5 таблиц и 37 рисунков.
СОДЕРЖ АНИЕ РА БО ТЫ
М атериалы  и методы исследования. Эксперименты выполнены на взрос­
лых (8-12 недель) мышах инбредных линий и их гибридах C^BL/e (Н-2Ь), 
СВА/н (H-2k), F i(CBA/h х C57BL/6 -Н-2к,ь) разведенных в питошшках “Раппо- 
лово”, “Столбовая” (Россия) и виварии ЦНИЛ ВГМУ.
8Для индукции острой РТПХ применяли экспериментальную модель ал- 
лотрансплангации костного мозга по методу J. Tollemar et.al. (1989). В качестве 
доноров использовались мыши линии С57ВL/6 (Н-2Ь) или СВА/н (Н-2к), а в каче­
стве реципиентов - F^CBA/h х C57BL/6 -Н -г ^  или СВАЛ* (Н-2к) или С37В1Л (Н- 
2Ь). Трансплантат (в 0,4 мл среды Хенкса содержалось 25 млн. ядросодержащих 
клеток КМ и 25 млн клеток селезенки) вводили в хвостовую вену реципиентов 
спустя сутки после летального облучения по методике Е. Gleichmann et al. (1984).
Для изучения эффективности способов гфофилактики острой РТПХ было 
поставлено 6 серий опытов: I - гамма облучение животного П - ТНКМ 
(трансплантация неочищенного КМ ); Ш - ТОКМ (трансплантация очищенного 
от Т-лимфоцитов костного мозга); IV - ТОКМ + ДВЛ (дозированное введение 
лимфоцитов); V - ТНКМ + такролим; VI - ТОКМ + Д В Л + такролц м .'
Подготовительный режим реципиентов включал тотальное облучение 
тела гамма-лучами в дозе 10 Гр. Облучение проводили на дистанционных 
гамма-терапевтических установках “Агат-С” и “Агат-Р1” (“Балтиец”, Рос­
сия). Источник гамма • облучения (изотоп кобальта f t / ’V  мощностью 0,55 
Гр/мин располагали вертикально на высоте 75 см, время экспозиции состав­
ляло 20 мин, тем самым, общая поглощенная доза ионизирующего излучения 
равнялась 10 Гр на одну мышь. В эксперименте по оценке селезеночного ко- 
лониеобразования мышей подвергали гамма-облучению дозой 6 Гр.
Процедуру забора костного мозга и селезенки проводили в стерильных 
условиях бокса. Наркотизированное животное (нембутал, 40мг/кг, «Serva», 
Германия) забивали методом дислокации шейных позвонков. Тушки полно­
стью окунали в 70% водный этиловый спирт и только потом вскрывали на 
стерильной алюминиевой фольге. Клетки селезенки готовили по стандартной 
методике [Новиков Д.К., Новикова В. И ., 1979]. Клетки КМ, аспирированные 
из бедренных и берцовых костей, ресуспецдировали в среде Хенкса (t - 4°С), 
дважды фильтровали через двойной стерильный капроновый фильтр, затем 
дважды отмывали средой Хенкса. Отмытые клетки КМ и селезенки подсчи­
тывали в камере Горяева и определяли их жизнеспособность.
Т-клеточную деплецию проводили разработанным нами методом иммуно- 
магнитосепарации Для этого выделенные клетки КМ и селезенки ресуспендиро- 
вали в среде Хенкса pH-7,4 до концентрации 10-12х10б клеток/мл. Приготовлен­
ную суспензию клеток смешивали с магнитными полистироловыми микросфе­
рами, покрытыми моноклональными антителами ИКО-Ю фирмы «Диагнотех» 
(Москва) к антигену Thy 1 мыши в соотношении 1.7, затем инкубировали в  тече­
ние 30 мин при 4° С и пропускали через магнитный сепаратор. Суспензию клеток 
очищенную от Thy-1+ лимфоцитов ресуспендаровали в среде Хенкса.
Для определения специфичности выделения T hyl+  Т-лимфоцитов при 
иммуномагнитной сепарации выполнено 74 анализа (костный мозг 74 мышей 
чистых линий), CD3+ клеток (ИКО 90) -  10 анализов, CD20+ клеток (ИКО 
180). — 5 анализов (периферическая кровь доноров -  15 проб). Влияние вре­
мени инкубации на связывание иммуномагнитных микросфер с Т-
9лимфоцитами -  18 анализов (периферическая кровь доноров -  6 проб). Опре­
деление количественных характеристик качества очистки суспензии клеток 
костного мозга от Т-лимфоцитов -  58 анализов.
Иммунофенотипирование Т- и В-клеток определяли по мембранному 
антигену методом прямого иммунофлуоресцентного анализа с использовани­
ем МКАТ (ИКО-Ю, ИКО-90, ИКО-180) меченых ФИТЦ (“МедБиоСпектр”, 
Россия) на проточном цитофлуориметре «Epics С» («Coultererics», Франция) 
по методике, описанной Потапневым М.П. и  Зобниным В.Д., 1992. В каждом 
образце подсчитывали 2000-5000 клеток.
В серии опытов, где проводили трансплантацию очищенного от Т- 
лимфоцитов костного мозга, летально облученным мышам внутривенно вво­
дили 5x107 ядросодержащих клеток в 0,4 мл среды;
При комбинированном методе профилактики острой РТПХ, включающем 
дозированное введение лимфоцитов и назначение такролима реципиент получали 
очищенные отТ-лимфоцигов клетки костного мозга донора в количестве 5х107 ад- 
росодержащих клеток, с добавлением спленоцигов в количестве КМС^/кг массы 
тела Количество Т-лимфоцигов рассчитывали, исходя из данных о том, что в селе­
зенке мышей Т-лимфоцигы составляют 30-35% [Говало В.И.,1977].
Иммуносупрессор такролим (FK-506) фирмы Ftgisawa Pharmaceutical Со 
(Osaka, Japan) назначали в дозе 1 мг/кг в течение первых 5 дней после АТКМ [Coo­
per M .R, 1991].
У животных исследовали: выживаемость, селезеночный индекс (отношение 
массы селезенки к массе тела, умноженное на 100), гематологические, биохимиче­
ские, иммунологические показатели и морфологические изменения в тканях.
Кровь для гематологических, биохимических и иммунологических ис­
следований забирали из ретроорбитального синуса [Бландова З.К.,1983] на 5, 
10, 15 ,20 ,25 ,35  и 45 сутки после АТКМ.
. Г ематологические исследования проведены на 287 мышах-реципиентах 
линии F i(CBA/h х C57BL/6 -H-2k,b). В качестве доноров КМ и  клеток селезенки 
использовали 280 мышей линии С$7ВЬ/б (Н-2Ь). Мониторинг показателей осуще­
ствляли общепринятым методом цитологического исследования форменных 
элементов крови с дифференциальным подсчетом лейкоцитарной формулы в ок­
рашенных мазках (азур-П-эозином по Нохту; по Романовскому-Гимзе) при под­
счете 100 клеток [Грибова И.А., 1979; Меньшиков В.М., 1987]. Результаты ана­
лизов сравнивали с известными показателями периферической крови линейных 
мышей [Грибова И. А. 1979;БлавдоваЗ.К., 1983; Гольдберг Д И ., 1980].
Сыворотку 57 мышей-реципиентов [серии опытов: ТНКМ, ТОКМ и кои- 
троль интактных животных] тестировали на содержание: общего белка, альбумина, 
креатинина, мочевины и аминотрансфераз (АлАТ, АсАТ). Исследования проводили 
по общепринятым методикам: белок - по биуретовой реакции, альбумин - унифи­
цированным методом по реакции с бромкрезоловым зеленым, мочевину - UV- 
кинетическим методом, креатинин - по цветной реакции Яффе (метод Поппера), 
аминотрансферазы - по оптимизированному оптическому тесту [Меньшиков В.М.,
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1987]. Все исследования выполнялись на биохимическом анализаторе «Spectrum П» 
фирмы Abbott (США) на базе областного диагностического центра г. Витебска
Уровень сывороточных ангигимоцигарных аутоантител определяли с по­
мощью иммуноферменгаого анализа по методике R.M. Gorczynski et al. [191], 
Контроль результатов проводили на мультискане АИФ-Ц-01С при длине волны 
492нм. Исследования выполнены на мышах-реципиентах линии Fi(CBA/h х 
Cj7BL/6 -H-2k*) в двух сериях опытов (ТНКМ - 57 мышей, ТОКМ- 48 мышей).
Для морфологических исследований (п = 187 мышей) образцы печени, се­
лезенки, желудка, тонкой кишки, кожи уха забирали у мышей, вводимых в со­
стояние наркоза (нембутал, "Sigma", США, 120 мг/кг веса), фиксировали в 10% 
нейтральном формалине, срезы толщиной 7 мкн окрашивали гематоксилин- 
эозином [Гольдберг Д.И., 1980]. Всего исследовано 4141 препарат.
Оценку апоптоза гепатоцигов и кератиноцигов у мышей при АТКМ прово- 
дали с помощью цигоморфометрии [Душников Е.Ф., 1986; Маянский A .R , с со- 
авт., 1997]. Препараты окрашивали гематоксилином и эозином И и по Паппенгей- 
му. При микроскопии учитывались основные фенотипические признаки апоптоза 
Подсчет апопготически измененных клеток вели по отношению ко всем морфоло­
гически различимым соответствующим клеткам, выражая их содержание в про­
центах. В эксперименте использовали 140 мышей реципиентов СВА/н (Н-2к) , в 1-й 
серии - гамма облучение животного - 5 0  мышей; во П-й серии - ТНКМ -  30 мы­
шей; в Ш-й - ТОКМ - 30 мышей; IV-й - ТОКМ + ДВЛ -1 0  мышей; V-й - ТОКМ + 
такролим - 10 мышей; VI-й - ТОКМ + ДВЛ + такролим - 10 мышей. Донорами 
служили 100 мышей линии CjyBL/e (Н-2“).
Статистический анализ полученных цифровых данных исследований 
проводили с помощью пакетов программ Microsoft Excel 7.0 и  Statgraf 2.1 на 
персональном компьютере IBM Pentium 100. Различия между выборками по 
изучаемым параметрам считали достоверными при уровне значимости Р<0,05.
О ценка острой РТПХ при аллотрансплантации костного мозга
При анализе развития острой РТПХ в модельном эксперименте по мере 
нарастания тяжести патологических процессов, выявлены некоторые особенно­
сти течения реакции.
Первые клинические признаки РТПХ (взъерошенность шерсти, гиподина­
мия, диарея) у реципиентов АТКМ совпадали с развитием спленомегалии у этих 
животных, пик пролиферативной фазы реакции регистрировался на 10-е 
(1,5±0,07) - 15-е (1,6±0,035) сутки, однако длительность ее была невелика, значе­
ния СИ достоверно уменьшались уже на 20 сутки (р<0,05), к 35 суткам при 
вскрытии у реципиентов имела место резко выраженная атрофия селезенки.
На 5 сутки наблюдения после АТКМ содержание лимфоцитов составляло 40,5 
±6,7%, гранулоцитов - 52,2±7,2%, моноцитов - 6±0,69%. На 10-15 сутки процентов 
содержание лимфоцитов в крови достоверно падало: 16,4±1,5%-11,95±1,69%, а ги- 
персегменшрованных нейтрофилов -  нарастало: 64,14±1,9%-72,28+3,1%. Наряду с 
этим, в крови увеличивалось и процентное содержание клеток моноцитарного ряда
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до 16,9+1,8%. Такая клеточная перестройка имела приспособительный характер и 
способствовала повышению фагоцитарной активности, догорая компенсировала де­
фицит функционирующей лимфоидной ткани в результате острой РТПХ (I-П степень 
тяжести, фаза спленомегалии). На 25 и 35 сутки (Ш-IV степень тяжести, терминаль­
ная фаза РТПХ) отмечалось достоверное увеличение количества лимфоцитов, что 
связано с активацией иммунных процессов, приводящих к ранним легальным исхо­
дам в течение 35 суток.
При АТКМ в сыворотке крови реципиентов в период с 5-х по 10-е сутки от­
мечаются: повышение количества общего белка 59,6±3,06 r/л против 55,1+1,2 г/л, 
активности АсАТ (264,7+25,35МЕ/л против 145,87±5,59МЕ/л), максимальные пока­
затели уровня креатинина При этом количество альбумина было в пределах нормы. 
Повышенное содержание креатинина и активность АсАТ отмечались весь период 
наблюдения, а на 25 сутки - и повышенная активность АпАТ. Начиная с 15-х вплоть 
до 25-х суток исследования отмечалось достоверное (р< 0,05) снижение уровня мо­
чевины с 8,66+0,32 мМоль/л до 5,4+0,6 мМоль/л А на 25 сутки снижение уровня 
общего белка до 44,5+0,3 г/л. Данные показатели характеризуют смену пролифера­
тивных процессов (10-15-е сутки наблюдения, I-П степень тяжести) на некротиче­
ские (20-35-е сутки, Ш-IV степень тяжести), что важно для контроля над развитием 
острой РТПХ и проведения соответствующей терапии.
Повышенная иммунокомпетентность трансплантата приводила к нако­
плению в сыворотке крови реципиентов антитимоцитарных антител, активи­
рующих процесс развития острой РТПХ, пик уровня которых отмечался на 
15-ё сутки (20,1+2,6 нг/мл) после АТКМ и свидетельствовал об активной от­
ветной реакции иммунной системы хозяина. Н а 25 и 35 сутки имело место 
снижение уровня антитимоцитарных АТ в сыворошсс крови, что может быть 
связано с подавлением иммунокомпетенции нативных лимфоцитов реципиента
Гистологические исследования подтвердили, что АТКМ приводит к 
развитию у животных острой РТПХ, степень, проявления которой прямо 
пропорционально зависит от времени наблюдения. Н а 5-10-е сутки после 
трансплантации изменения в печени, селезенке, тонком кишечнике и  желуд­
ке соответствовали I степени тяжести острой РТПХ.
На 10-20-е сутки после АТКМ размеры лимфоидных инфильтратов в 
паренхиме печени возрастали. Появлялись микроучастки с апоптозными ге- 
патоцитами. В селезенке - распад лимфоцитов в белой пульпе, в красной 
пульпе - проявления гиалиноза сосудов, постепенное сглаживание границ 
между белой и красной пульпой. В тонком кишечнике отмечается некроз и 
редукция значительного количества ворсинок, усиливается лимфоидная ин­
фильтрация собственной пластинки. Такие гистологические изменения соот­
ветствовали II степени тяжести острой РТПХ.
На 20-25-е сутки после АТКМ появлялись дистрофически- 
некротические изменения паренхимы. Большая часть гепатоцитов находи­
лась в состоянии дегенерации и гибели. В селезенке белая пульпа теряла свой 
характерный вид, лимфоидная ткань выявлялась в виде отдельных островков,
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периартериальные зоны фактически исчезали. В красной пульпе нарастали 
явления гиалиноза сосудов и появлялись признаки амилоидоза. В тонком 
кишечнике - выраженные явления лимфоидной инфильтрации собственной 
пластинки, участки слизистой с полным отторжением ворсинок. Эти измене­
ния соответствуют III степени РТПХ.
На 25-35-е сутки после пересадки костного мозга дистрофически- 
некротические изменения нарастали. В печени обнаруживались поля сплошной 
или почти сплошной гибели паренхимы. В селезенке границ а между красной и бе­
лой пульпой практически стиралась, встречались лишь незначительные скопления 
лимфоцитов. В тонком кишечнике наблюдался некроз слизистой оболочки с от­
торжением ворсинок, в собственной пластинке - выраженные воспалигельно- 
пекротические изменения. Эти изменения можно отнести к IV степени тяжести 
острой РТПХ.
Динамика изменений уровня апоптоза гепатоиитов при острой РТПХ харак­
теризовалась достоверным повышением на 15-е сутки после трансплантации (до 
29Д±1,13%), на 25 -  35-е сутки он незтичигельно снижался и находился впределах 
27,4±1ДЗ% - 27,8±1,35%. Динамика уровня апоптоза клеток эпидермиса у  реципи­
ентов была схожей с изменениями апоптоза гепагоцигов при АТСМ Достоверное 
повышение апопгозных кератиноцитов наблюдалось на 20-е сутки (15,2±0,6%) и 
снижение их количества на 25-е супси (10,8±0,97%). Период максимального увеяи- 
чения количества апоптоза гепаггоцигов и кератиноцитов совпадает с акттной про- 
лиферагивной фазой острой РТПХ, соответствующей П степени тяжести.
Все реципиенты, перенесшие АТКМ, погибали в течение 35 суток после 
операции. Отмечались две волны летальности: 1) с 5 но 10 сутки - 38% и 2) с 25 по 
30 сугкй -  32%. Возможно, первая волна связана с губительным действием облу­
чения, в то время как причиной второй является гибель животных в результате 
развития острой РТПХ Ш-FV степеней тяжести
Таким образом, результаты исследования острой РТПХ, индуцированной 
у мышей линии FI (CBAxC57BL) при АТКМ, позволили выделить четыре сте­
пени тяжести, выраженность которых зависит от нарастания патологических 
процессов. Динамика изменений гематологических характеристик перифериче­
ской крови, показателей белкового обмена, уровня сывороточных антигимоци- 
тарных аутоангител и апоптоза гепатоцигов и кератиноцитов коррелирует с 
гистологическими критериями, селезеночным индексом и выживаемостью, что 
свидетельствует об их диагностической ценности и адекватности.
И ммуномагннтная сепарация лимфоцитов из крови доноров с ис­
пользованием устройства «БЕЛСЕП -Л»
В связи с тем, что иммунологическими эффекторами РТПХ являются Т- 
лимфоцигы донора, поэтому методы снижения тяжести острой РТПХ должны 
быть направлены на селективное их удаление. На основе созданного в нашей ла­
боратории комплекса для иммуномагнитосепарации клеток (ИММСК), вклю­
чающего иммуномагнигные микросферы (ИММС) и магнитный сепаратор типа
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«Белсеп-Л», подобраны оптимальные условия выделения Thy-1 -позитивных Т- 
лимфоцитов. Исходная концентрация клеток в суспензии перед сепарацией со­
ставила 5 млн кл/мл. Количество ИММС для выделения клеток добавляется из 
расчета 7-10 на 1 клетку-мишень. Наиболее оптимальное время инкубации 
ИММС с клетками равно 30-45 минутам при 14°С в растворе Хенкса pH-7,4. Не­
специфическая потеря мононуклеарных клеток при ИММСК в среднем состави­
ла 15% от исходного их количества, при этом жизнеспособность клеток до и по­
сле магнигосепарации достоверно не изменялась и в среднем равнялась 95%. 
Проточная цитофлюориметрия показала, что данный метод позволяет выделить 
до 92% Thy-1 позитивных лимфоцитов, с сохранением высокой жизнеспособно­
сти клеток, остающихся в суспензии после магнигосепарации.
В результате проведенной работы были оптимизированы условия и разра­
ботан протокол проведения ИММСК используемые далее для выделения клеток- 
мишеней из периферической крови [Тихонова JLB. с соавт., 2000]. Сепараторы 
«БЕЛСЕП-Л01, -Л05» в комплексе с ИММС позволяют проводить эффективную 
деплецию СОЗ+Т-клеток и СО20+В-лимфоцитов. Процент выделенных клеток 
составляет 84,61 и 46,4. Жизнеспособность клеток донорской крови после 30 мин 
инкубации с ИММС составляла 95,5%. Данный метод обладает высокой избира­
тельностью и эффективностью выделения популяции клеток, что позволяет ис­
пользовать его для удаления Т-лимфоцитов с целью профилактики острой РТПХ.
П роф илактика острой РТПХ при АТКМ  методом дозированной элими­
нации аллореактивны х т-лимфоцитов костного м озга и применением
такролнм а
Анализ исследований по оценке эффективности полной элиминации Т- 
лимфоцитов из костномозгового трансплантата при АТКМ показал, а)что: 
весь период наблюдения признаки спленомегалии отсутствовали, СИ состав­
лял 0,8±0,04 - 1,1±.0,08; б)количество лимфоцитов в крови реципиента досто­
верно ниже, чем при ТНКМ, тем самым снижен иммунологический барьер 
между трансплантатом и хозяином; в)имели место: незначительная гипопро- 
теинемия, которая исчезала к 25 суткам; повышение уровня креатинина, од­
нако, его уровень был достоверно ниже такового у животных серии ТНКМ и 
к 25 суткам достигал контрольных показателей; активность аминотрансфераз 
на все сроки наблюдения находилась на уровне нормальных показателей;
г) уровень сывороточных антитимоцигарных аутоантител после транспланта­
ции КМ достоверно снижен, динамика его изменений четко взаимосвязана с 
падением количества апоптотически измененных гепагоцигов и кератиноцитов;
д) выживаемосгь на 45 сутки составляет 42%. Реципиенты живут более года. Та­
ким образом, разработанный и используемый нами метод иммуномагнитной 
сепарации Т-лимфоцитов из аллогенного донорского КМ, с последующей его 
трансплантацией, позволил предупредить развитие острой РТПХ.
Однако полное истощение Т-лимфоцитов из КМ трансплантата при 
ТКМ неэффективно, так как увеличивается риск рецидива, инфекционных
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осложнений, ухудшается приживление трансплантата. В связи с этим следует 
проводить ПСД, сохраняя некоторое число реакционно-способных Т-клеток, 
которые могут противостоять оставшимся после химиорадиотерапевтической 
под готовки лейкозным клеткам реципиента. Но опять же есть опасность "ми­
нимальной остаточной лейкемии” либо увеличивается вероятность РТПХ, в 
связи с чем, дальнейшие действия должны быть направлены на подавление 
функциональной активности оставшихся реакционных клеток, где особую 
роль могут, сыграть иммуносупрессоры. Таким образом, избирательная ТКД 
при сохранении некоторого числа ИКК и контролем их активности в пост транс- 
плантационный период до наступления «цигокинового шторма» иммунодепрес­
сантом позволит эффективно управлять развитием острой РТПХ.
... . Для объективной оценки тяжести патологических процессов, вызван­
ных острой РТПХ и  контроля ее предупреждения, предлагаемым нами мето­
дом, мы использовали обобщающие показатели (селезеночный индекс и вы­
живаемость), морфофункциональные характеристики и анализ апоптоза ге- 
патоцитов и керагиноцитов.
Сочетанное применение ТОКМ, ДВЛ и такролима выявило стабиль­
ность селезеночного индекса и высокий процент выживаемости. Морфо­
функциональные изменения в печени выражались в незначительной ин­
фильтрации паренхимы лимфоидными элементами с умеренным венозным 
полнокровием и расширением синусоидных капилляров. Апоптозно изме­
ненные гепатоциты наблюдались редко как в начальные сроки после ТКМ, 
так и на 45-е сутки исследования. Эпидермис кожи уха был {фактически не 
изменен, встречались лишь единичные апоптотически измененные кератино- 
циты на все сроки наблюдений. Количество подвергшихся апоптозу гепато- 
цитов достоверно возрастало на 5-е сутки и составляло - 8,7+1,12%, далее 
показатели незначительно варьировали, составляя на 10-е сутки - 6,21+1,21%, 
на 15-е сутки - 7,4+1,50%, на 20-е - 5,3±!,24% , на 25-е, З^те и 45-е сутки его 
динамика не изменялась. Динамика уровня апоптоза клеток кожи у мышей- 
реципиентов опытной группы характеризовалась недостоверными измене­
ниями значений в пределах с 4,82+0,61% на 5 сутки, . 4,2+0,56%  -  10 сутки, 
5; 1+0,82% - 15сутки, до 6,0+0,71%  на 45 сутки.. Эти изменения укладываются 
в картину 0-1 степени острой РТПХ.
Раздельное применение или ДВЛ, или такролима после АТКМ также 
снижало проявления острой РТПХ, что подтверждено гистологическими из­
менениями в печени и коже.
(*'■ В настоящем эксперименте уровни апоптоза гепатоцлгов и керагиноцитов 
в опытной серии, при применении комбинированного метода профилактики ост­
рой РТПХ были достоверно ниже, чем в контрольных сериях. Наблюдалось не­
значительное повышение показателей на 35-45-е сутки, что свидетельствует о 
проявлениях острой РТПХ 0-1 степеней тяжести и подтверждается морфологи­
чески. В контрольных сериях уровень апоптотической гибели гепагоцитов и ке- 
ратиноцитов был не только статистически достоверно выше, но и имел тевден-
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цию к повышению с течением времени. Так на 35-45-е сутки после транспланта­
ции наблюдались гистологические изменения, характерные для острой РТПХ П -  
Ш степени тяжести. Апоптозные клетки обнаруживались во всех биотитах неза­
висимо от степени РТПХ, их количество повышалось перед заметной инфильт­
рацией органа Т-клетками, что указывает на выраженность пролиферативных 
процессов лимфоцитов, стимулирующих развитие апоптоза Назначение такро- 
лима приводило к снижению уровня апоптоза керягиноцитов и гепатоцитов в 
контрольной серии (ТНКМ+такролим) в ранние сроки наблюдений с 5-х по 20-е 
сутки в сравнении с серией ТОКМ+ДВЛ, где не применяли иммуносупрессор. 
Очевидно, данный эффект связан с инактивацией реактивности лимфоцитов 
препаратом. К 25-м суткам и в последующем эти различия между сериями стали 
значительно меньше, что связано с отменой препарата. Таким образом, при 
комбинированном методе профилактики острой РТПХ достоверно меньший 
уровень апоптоза позволяет судить об умеренной выраженности реактивно­
сти лимфоцитов, трансплантируемых дозировано и вызывающих развитие 
острой РТПХ I степени тяжести как эффект РТПЛ.
Приведенные выше данные свидетельствуют о положительном эффек­
те разработанного комбинированного метода профилактики острой РТПХ 
при АТКМ, позволяющем сохранить высокий уровень иммунного ответа 
трансплантата. Обобщение полученных результате» позволяет сделать сле­
дующие заключения.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ
1. Выделены четыре степени тяжести острой РТПХ, индуцирован­
ной у мышей линии СВ А или FI (CBAxC57BL) при АТКМ, выраженность 
которых зависит от нарастания патологических процессов и основанные на 
определении комплекса диагностических параметров, включающего монито­
ринг гематологических изменений периферической крови, показателей бел­
кового обмена (исследования на общий белок, мочевину, креатинин, актив­
ность аминотрансфераз), уровня сывороточных антитимоцитарных аутоанти­
тел и показателей апоптоза гепатоцитов и кератиноцитов [15, 46, 47, 58, 70, 
316,321].
2. Апробирован эффективный метод иммуномагнитной сепарации 
клеток-мишеней из периферической крови доноров с последующим их им- 
мунофенотипированием. Сепаратор «БЕЛСЕП-Л» в комплексе с иммуномаг- 
нитными микросферами позволил проводить эффективную деплецию 
Thyl.2+, CD3+ Т-клеток и CD20+ В-лимфоцитов. Данный метод обладает 
высокой эффективностью (92%) с минимальной гибелью («5% ) клеток при 
сепарации, что позволяет использовать его в лабораторной практике. Подоб­
раны оптимальные условия выделения клеток-мишеней (CD3+, CD20+) из
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периферической крови доноров и Thyl-2+клеток из костного мозга мышей. 
Количество ИММС для выделения клеток добавляется из расчета 7-10 на 1 
клетку, наиболее оптимальное время инкубации ИММС с суспензией клеток 
равно 30-45 минутам при t 4°С в растворе Хенкса pH-7,4. Неспецифическая 
потеря мононуклеарных клеток при ИММСК в среднем составляет 15% от 
исходного их количества [20 ,59 ,62].
3. Предварительная очистка донорского костного мозга от Т- 
лимфоцитов с помощью иммуномагнитосепарации и последующая его ал- 
лотрансплантация предотвращает развитие острой РТПХ. Реципиенты живут 
более года. Таким образом, эффективность данного способа связана с отсут­
ствием у реципиента аллореактивных Т-лимфоцитов донора, что приводит к 
.уменьшению иммунологической несовместимости между трансплантатом и 
хозяином [1 5 ,4 6 ,4 7 ,5 8 ,7 0 ,3 1 6 ,3 2 1 ].
4. Показано, что при АТКМ важная роль в развитии минимальной 
реакции РТПХ и РТПЛ принадлежит наличию в трансплантате дозированно­
го количества Т-лимфоцитов донора Апоптозные клетки обнаруживаются во 
всех биоптатах независимо от степени РТПХ, но их количество повышается 
перед заметной инфильтрацией органа Т-клетками, что указывает на выра­
женность пролиферативных процессов лимфоцитов, стимулирующих разви­
тие апоптоза. Введение реципиентам Т-лимфоцитов приводит к увеличению 
апоптоза гепатоцитов и кератиноцитов. [63,64].
5. Использование сочетания полной деплеции Т-лимфоцитов из до­
норского КМ, последующего их дозированного введения (1хЮ6/кг) и иммуно- 
супрессивной терапии такролимом (1мг/кг в течение 5 суток после АТКМ) в 
постгрансплантационный период позволяет предупредил, у реципиента разви­
тие острой РТПХ выше I степени тяжести, сохранив при этом иммунологиче­
скую компетентность трансплантата. Гистологические исследования подтвер­
дили наличие морфофункциональных изменений в органах и тканях, соответ­
ствующих картине острой РТПХ I степени тяжести, наличие которой способ­
ствует развитию реакции трансплантат против лейкоза Количественный ана­
лиз апоптоза гепатоцитов и кератиноцитов показал их достоверно меньшие 
значения по сравнению с контрольными сериями, три этом комбинированное 
применение ТОКМ  ДВЛ и такролима выявило стабильность селезеночного 
индекса и высокий процент выживаемости [46 ,49 ,60 ,61 ,63 ,64 ,214 ].
17
РАБОТЫ, ОПУБЛИКОВАННЫЕ ПО ТЕМЕ ДИССЕРТАЦИИ 
Статьи в центральных журналах
1. Тихонова Л  В., Мяделец О.Д., Бекиш О .-Я Л . Применение 
дозированной элиминации Т-лимфоцитов из донорского трансплантата и 
такролима для профилактики острой реакции трансплантат против хозяина. // 
Иммунопатология, аллергология, инфектология. - 2000.-№3.-С,33- 41.
2. Tikhonova L.V., Khulup G.Y., Panphilov A.S. Complex GVHD valua­
tion at depleted from T-limphocytes bone marrow allotransplantation. - Bone M ar­
row Transplantation. - 1997. - Vol. 19, Suppl. l.-P . 191
3. G.Y.Khulup, J.-Y.L.Bekish, L.V.Tichonova. The complex approach to 
acute GVHD prevention at allogeneic bone marrow transplantation. - Immunology 
Letters. - Amsterdam, 1997.-Vol. 56, № 1-3 - P. 462.
Статьи в сборниках
4. Хулуп Г Д , Бекиш О -ЯЛ, Чимишкян КЛ., Панфилов А.С., Виленский 
Г.М, Тихонова ЛВ., Окулич В.К., Пчельникова Е.Ф., Генерал» И .К , Мяделец О Д  
Профилактика реакции трансплангаг-прспив-хозяина при алптрансплгнгации костно­
го мозга // Механизмы регуляции гомеостаза оргашвма: Сб. тр. Витебского 
мединеппуга- Витебск, 1994,-С. 142-148.
5. Тихонова ЛВ., Бекиш О -ЯЛ, Хулуп Г Д , Пчельникова ЕФ . Изменение 
показателей периферической крови при аллотрантлангации очищенного o r Т- 
лимфоцигов костного м ала // Актуальные проблемы современной медицины: Мате­
риалы научной конференции, посвященной 60-летию института.- Витебск, 1994.- Т. 1 .- 
С 127-128.
6. Хулуп Г Д  Тихонова ЛВ., Хогеговская Ж.В., Кичигина Т.Н. Разработка 
комбинированного метода профилактики острой РТПХ при АТКМ. Доспзж. мед нау­
ки Беларуси. вып 3.-1998.-С 130.
7. Тихонова ЛВ., Хулуп Г Д  Т-дептадая донорского костного мозга -  
эффективный метод профилактики острой РТПХУ/Досгожения мед. науки Беларуси,- 
1998.-вьт.З.-С129.
8. Хулуп Г Д , Тихонова ЛВ., Хогеговская Ж.В., Карусевти А А , Носиков 
И А , Кичигина Т.Н. Применение магнитной сепарации и иммуноматигных микро­
сфер для профилактики осложнений при аллотрантлангации костного мозга// Мате­
риалы Международной научно-практической конференции по магнитологии 
“Биологическое и лечебное действие магнитных полей”.-Вигебск-1999.-С143-151.
9. Тихонова ЛВ., Хогеговская Ж.В. Оценка эффективности выделения кле­
ток-мишеней из периферической крови доноров при использовании комплекса для 
иммуномагнишой сепарации.// Вопросы экспериментальной биологии и медицины. 
Сборник научных трудов Bine6cK-1999.-C.4145.
18
10. Тихонова Л В , Бежит О .-ЯЛ Иммуномашитая элиминация Т- 
лимфоцитов ю  донорского коспюго мшга для снижения риска развитая острой реак- 
иии елрансплапат протв хозяши» при алнотрантпантаиии. //Доспмс мед, науки Бе­
ларуси, выл 5.-2000.-С 153-154.
11. Тихонова Л.В., Хогеговская Ж.В., Бежит О .-ЯЛ, Хулуп Г Л , Солодкой 
А Л  Использование лабораторных м яииты х сепараторов типа «Белсеп» для выделе­
ния очищенных клеточных популяций из клеточных суспаоий: Методические 
рекомендации /Витебск, гос. мед университет.-Витебск, 2000.-12с.
Тезисы
12 Khuhp G.Y., Bddsh Y.L., Panfilov AS., Chcmishkyan K.I.., Vilcnski G.M., Ti- 
chonova L.V., Irwchinovski Y.O., Eroshov V.I. The constant magnetic field and magnetic 
птжшпогпклткр1тегсЪ cortex  application for treatment on donor's bone marrow at allogenic 
hone manow transplantation // Fiist Congress E.B.EA- Brussels. 1992.-P.21.
13. Тихонова JLB., Kaci крова Л.П. Павлова Л А  Оценка биохимических 
показателей сыворотки крови мышей в д инамике развития острой реакции 
трансплантат пролив хозяина (РГПХ) и ее грофилактикиУ/ Тезисы докладов 53-й на­
учной сессии института «Проблемы современной медицины и фрмации». -Витебск. - 
1998.-С23.
14. Тихонова Л.В., Хогеговская Ж.В. Эффективность приживления 
аллотрансплантата на фоне комбитрованного грименения ТДК и  FK-506. Тезисы 
докладов Республиканской научно-практической конференции, посиял. 35-ю ЦНИЛ 
ВШ И  «Медицинская наука и ее связь с практическим здравоохра«»мгм».Т$игебск.- 
1998,-С 82.
15. Хулуп Г Д  Тихонова ЛВ. Анализ некоторых аспектов повышения 
эффективности профилактики острей РГПХ при АЖ М  //Тезисы докладов 54-й 
научной сессии института «Фундаментальные и прикладные вопросы медицины и 
фармапии».-Вигебск-1999.-С247.
16. Тихонова Л.В., Хотетежская Ж.В. Эффект «смешанного химергома» в 
ранние сроки после АТКМ,// Тезисы докладе® 54-й научней сессии института «Фун­
даментальные и прикладные вопросы мед ицины и фармации». -Витебск-1999.-С248.
19
РЭЗЮ М Э
Щ ханава Людмша Уладз1м1рауна
1мунамагнггная эл1м1нацыя Т-Л1мфацытау з донарскага касцявого 
мозга для знЬюння рызыка вострай рэакцьп трансплантат супраць гаспа- 
дара (РТСГ) прыаллатрансплантацьп (эксперыментальныя даследаванн!).
Клю чавыя словы: алагенная трансплантацыя касцявого мозга (АТКМ), 
рэакцыя трансплантат супраць гаспадара, рэакцыя трансплантат супраць лейкоза 
(РТСЛ), даглраванае увадзенне л!мфацытау, тaкpaлiм.
Аб’екг даследавання: перыферычная кроу i касцявы мозг мышэй, перы- 
ферычная кроу донарау, варыяцыйны мапптны сепаратар, магштныя сепаратары 
«Белсэп-Л01, Л05», палющролавыя !мунамапнтныя м1красферы.
Прадметам даследаванняу служылп дэплецыя Т-клетак з донорскага 
касцявого мозга, рэакцыя аргашзма на транспланТацыю касцявога мозга, пата- 
марфалапчныя праяуленш вострай РТСГ, эфектыунасць прапанованага метаду 
вострай РТСГ.
Ц эль даследавання: распрацаваць i абгрунтаваць метад прафшактыю вос­
трай РТСГ пры аллатрансплантацьп касцявога мозга, заснаваны на 
1мунамагн1тнай эл!мшацьп Т-клетак з касцявога мозга донара, даз1раваным увяд- 
зеннем спленацытау \  выкарастанш такратму. Для ашнк! эфектыунасцг распра- 
цаванага Метаду пр'афшактъш вострай РТСГ прымяшип мадэль АТТСМ на мышах 
C57BL/6 (Н-2У), СВАУн (Н-2к), FI (CBAxC57BL/6) Н-2к, яюя адрозшваюцца 
naMiac сабой па Н-2 локусу пстасумяшчальнасщ.
А трыманыя рэзультаты. Вылучаны чатыры ступет цяжкасщ вострай 
РТСГ, вызначаны комплекс дыягнастычных ггараметрау, як! уключае у сябе ма- 
нпорынг гематалапчных змяненняу перыферычнай крыв!, паказчыкау бялковага 
абмену, узровень сываратачных анщшмацытарных аутаантыцелау i паказчыкау 
апаптозу керацшацытау i гепатацытау. Падабраны аптымапьныя умовы 
эл!мшацы! клстак-м!шэней перыферычнай крыв1 на аснове сгворанага у нашай 
лабараторьй комплекса для !мунамагштнай сепарацьп, уключаючага 
!мунамагнггаыя палнлцролавыя м!красферы i мапптны сепаратар «Белсэп-Л». 
Распрацаваны пратакол правядзення прамога метаду магнпасепарацьп Т- 
л!мфацытау з cycneH3ii клетак касцявога мозга, яю дазваляе выб!раць да 92% yeix 
Thy 1.2 +  л!мфацытау. АТКМ, «ачышчанага» ад Т-л!мфацытау, метадам IMMC, 
прьщухгпяе развщце вострай РТСГ вышэй першай ступет цяжкасщ пры заха- 
вант 1муналапчнай камттэнтнасщ трансплантата з мэтай !ндукцьй рэакцьп 
трансплантат супраць лейкоза на аснове злучэння поунай дэплецьп Т- 
Л1мфацытау, даз!раванага увядзення клетак селязенк! i назначэння у посттранс- 
плантацыйны перыяд такрал1му.
Вобласць ужывання: транспланталопя, 1муналопя, онкагематалопя.
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РЕЗЮ М Е
Тихонова Людмила Владимировна
Иммуномагнитная элиминация Т- лимфоцитов из донорского ко­
стного мозга для снижения риска развития острой,реакции трансплан­
тат против хозяина при аллотрансплантации. (Экспериментальное ис­
следование).
Ключевые слова: аллогенная трансплантации костного мозга, реакция 
трансплантат против хозяина, реакция трансплантат против лейкоза, Т- 
клеточная деплеция, дозированное введение лимфоцитов, такролим.
Объект исследования: периферическая кровь и костный мозг мышей 
линий СВА/н (H-2d), C57BL/10 (H-2b), F1(CBA+C57BL), периферическая кровь 
доноров, вариационный магнитный сепаратор, магнитный сепаратор «Белсеп- 
Л01, Л05», полистироловые иммуномагнитные микросферы, такролим. Пред­
мет исследования: деплеция Т-клеток из донорского костного мозга, реак­
ция организма на трансплантацию костного мозга, патоморфологические 
проявления острой РТПХ, эффективность предлагаемого метода профилак­
тики острой РТПХ. Цель исследования - разработать и обосновать метод 
профилактики острой РТПХ при аллотрансплантации костного мозга, осно­
ванный на иммуномагнитной элиминации Т-клеток из КМ донора, дозиро­
ванном введении спленоцитов и применении такролима. Для оценки эффек­
тивности разрабатываемого метода профилактики острой РТПХ применяли 
модель АТКМ на мышах С57ВЬ/6 (Н-2Ь), СВА/н (H-2k), Fl(CBA xC57BL/6) Н- 
2к,ь, отличающихся по Н-2 локусу гистосовместимости. Полученные резуль­
таты . Выделены четыре степени тяжести острой РТПХ. Определен комплекс 
диагностических параметров, включающий мониторинг гематологических 
изменений периферической крови, показателей белкового обмена, уровня 
сывороточных антитимоцитарных аутоантител и показателей апоптоза гепа- 
тоцитов и кератиноцитов. Подобраны оптимальные условия элиминации кле­
ток-мишеней (CD3+.CD20+) из периферической крови и Thy 1,2+лимфоцитов 
из КМ на основе созданного в лаборатории комплекса для иммуномагнитной 
сепарации, включающего иммуномагнитные полистироловые микросферы и 
магнитный сепаратор «Белсеп-Л». Разработан протокол проведения прямого 
метода магнитосепарации Т-лимфоцитов из суспензии клеток костного моз­
га, позволяющий выделять до 92% всех Thy 1.2+ Т-лимфоцитов. Аллотранс­
плантация костного мозга, «очищенного» от Т-лимфоцитов методом имму- 
номагнитосепарации, предотвращает развитие острой РТПХ у  реципиентов. 
Предложен способ предупреждения острой РТПХ выше I-ой степени тяжести 
при сохранении иммунологической компетентности трансплантата с целью 
индукции РТПЛ на основе сочетания полной деплеции Т-лимфоцитов КМ, 
дозированного введения клеток селезенки и назначения в посттранспланта­
ционный период такролима. О бласть применения: в трансплантологии, им­
мунологии, онкогематологии.
SUMMARY
Tihonova Ludm ila V ladim irovna
The im m unom agnetic t- lym phocyte elim ination from  the donor bone 
m arrow  fo r reduction of risk  developm ent of acute g raft versus host disease in 
allo transp lan tation , (experimental research).
K eyw ords: the allogenic bone marrow transplantation, graft versus host 
disease, graft versus leukaemia, T- cell depletion, the dose injection o f lymphocytes, 
tacrolimus.
The object of study: the peripheral blood and mice bone marrow (lines СВА/н 
(H-2d), C 57BL/6  (H-2b), F| (CBA  +  C57BL, H-2k’b), donor peripheral blood, variation 
magnetic separator, magnetic separator “Belsep-LOl, LO-5”, polystirol immuno­
magnetic microspheres, tacrolimus.
Subject o f study: T-cell depletion o f donor bone marrow, the organism reaction 
on the bone marrow transplantation, pathomorphologic manifestation o f acute GVHD, 
the effectiveness o f supposed method off acute GVHD prophylaxis.
The purpose of study - to elaborate and justify a method of the acute GVHD 
prophylaxis in bone marrow allotransplantation, founded on immunomagnetic 
elimination o f T-cell o f the donor bone marrow by means o f dosed injection of 
spleenocytes and tacrolimus using and to estimate the effectiveness o f supposed method 
o f acute GVHD prophylaxis a pilot ATBM model on mice C57BL/6 (H-2b), СВА/н (H- 
2k), FI (CBAxC57BL/6) H-2k,h’ differed on H-2 to a locus histocompatibility.
The obtained outcomes. Four degrees o f severity o f acute GVHD have been 
detected. The complex o f diagnostic parameters including monitoring o f the peripheral 
blood hematological changes, the protein metabolism parameters, serum antithymocyte 
level o f autoantibodies and hepatocyte and keratocyte apoptosis parameters has been 
determined. The optimal conditions o f the cell- target elimination (CD3 +, CD20 +, 
Thyl .2 +) from peripheral blood are worked out on the basis (elaborated in our lab) o f 
the immunomagnetic separation complex including the immunomagnetic polistirol 
microspheres and the experimental magnetic separator o f «Belsep-L». The protocol o f 
T-cell magnitoseparation direct method from o f the bone marrow cell suspension 
permitting to separate up to 92% o f all o f Thy 1.2 - positive T- lymphocytes has been 
worked out. Bone marrow allotransplantation “cleared “ from T-lymphocytes by the 
immunomagnitoseparation method prevents the development o f acute GVHD in 
recipients. The method of prophylaxis o f acute GVHD (higher than the Iя degree of 
severity) in the condition of saving the immunological graft competence with the aim of 
induction o f GVL on the base of combination of complete depletion o f T-lymphocytes, 
dose injection spleen cells and tacrolimus using in the posttransplantative period, has 
been offered.
A field of application: transplantology, immunology, oncohematology.
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